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Petu ely の BiHdoba cieriu m 選択培地に リ ボ フ ラ ビン， 核酸塩基， ピル ビ ン 酸塩及び ナ リジ キ シ ン 酸
を加えて選択培地 の 改良を行 っ た ． 厳密 な嫌気培養法を用い て ヒ ト大便材料か ら， 卿 血占戊Cね 血 偶 の分離
をこ の改良培地 に よ っ て検討 した結果， こ の培地は十分な選択力を有 し， 非選択培地と変 らぬ 高い 月 弼 0一
古庄ごねガ祝仇 菌数を計測で き る こ と が確認 され た
．
Key w o rds B所dobacie riu m， S electiv e m ediu m， n utritio n al requir e m e nts，
n alidixic a cid， fe c al flora．
1956年， Petu elyllは乳糖， 酢酸 ア ン モ ニ ウム ， シ ス
チン， ビオ チ ン， パ ン トテ ン 酸お よび 無機塩か らな る
単純な組成の 御 ゐ戊Cねガ祝 偶 の 合成培地 を考案 し，
さら に こ の合成培地 は ヒ ト大便材料 か ら の 昂抑血 －
ぬ 虚 血 仰 の選択培地 と しても 利用 しう る こ と を報告
した． また， その 2年後 に は Gylle nbe rg ら2Iは B折do．
古庄Cね毎録椚 の 栄養要求性 を調べ て 3種類 の タイ プが あ
る こと， リボ フ ラ ビン や核酸塩基は必 須栄養源であ る
ことな どを明らか に し た． 本研究 で は こ の Petuely の
選択培地の 月析ゐ古庄Cねr才％ 椚 分離能 の 向上 に 対 し， リ
ボフラ ビン ， 核酸塩基 お よ び ピル ビン 酸塩等の添加効
果の有無に つ き検討 した 成績 に つ い て述 べ る． この 際
に選択割と して ナ リ ジ キ シ ン 酸が 朗枇 混 血 加 吻 邪 に
対する選 択性が優 れ て い る と い う 報告3明こ基 づ い て
Petu elyの 選択培地 の 改 良 を 試 み た ． こ の 新 し い
卿 ゐゐ戊Cねガな 研 選択培地 を用 い て ヒ ト大便中か ら の




卿 ゐ占戊C由宛び別 の 標 準株 8株 と分離保存株154株を
用いた
． 榛準株 は理化学研究所光岡博士 か ら分与 され
A bbreviatio ns こM V L－ G培地， 変法 V L G培地ニ
m ediu m sup ple m ented with nalidix c a cid．
た もの であり， 且 ム所 血 研 E319， 且 わめ 乃ぬ S12， 且
inhntis s ubsp． k7Cie nぬ 659， B． ildantb s ubsp．
1ibeY D n L mS 76e， E br w e Sl， E bre v e s ubsp．
ZIGrU2Llo ru m aS 50， E adolesc en蕗 a E194a， E
わ 叩 椚 E194b である． また， 保存株 はす べ て著者 が
健常乳児か ら分離 した も の で あ り， その 内分 け は 且
毎硫払椚 32株， 且 わ痴乃 ぬ 4株 ， 且 g癖 犯ぬ s ubsp．
1ibeYV n L m15株， 且 bY m 19株， B． bY m Subsp．
如肌 用 ねm 椚 55株， 且 戌ゐ 払 cg乃 ぬ 12株， 且 わ 御 椚
17株で あっ た ． さ ら に ， 均 鰯 血 血 痴 仰 以外の標準株
と して下記 の 薗株 を使用 した ． す なわ ち， 助ゐ戌Cおガ鋸 桝
戊g 頑 cまg 乃5 V P工 1003， 且 co れわわ鋸桝 V PI 8700， 且
eylinde roidbs V PI 8072， E eligen sV PIC15－48， E
lim osu mV PI 6684，jおcie YOidesカて好ilis A T C C 23745，
25825， 且 0 か戊お V P工10649， 且 ゐ ぬsoぬ V P工4243，
且 び祝な仔 細 V PI 8482， 且 畑々 作 用 御 V P工 2366－1，
E bsoba cteYiu m n e crpphon Lm A T C C 25286， F
V PIO307， F va Yiu m A T C C 8501， C わsiridiu m
b的 m enhm s NC T C 504， C． bubJricu mI F O 3315， C，
in n o cu u mA T C C 14501， C． pe画 如n sA T C C 14501，
C． sordelliiA T C C 9714， C． 申0ナて郡 n eSA TC C 3584，
山 地 血 血 お a政 明 加 職 V P王 1553－1， エ ビナ専 戊 お
V P王3199， 5け密わ co c 甜5ゐ 和 光5 汀0 3826， 且 印 鋸オ乃 姉




工F O 1 2533， 民 力e 00ぬ エF O 3826， 39 71， 12964，
丘如魚卵五滋由1 乃ガI F O 12734 を用い た．
11． 使用 培 地
鞠 触 血 血 ぬ 仰 選択培地の基礎培地と して は， 炭酸
ソ ー ダを添加 し た Petu ely の 合成培地11を， ま た 非選
択培地は変法 V L．GくM V L－ G16 bl培地 を用 い た ． 各々 の
培地組成 を表 1， 2に 示 した ． 上 記培地で寒 天 を除 い
た も の を 液体培地 と し て 使 用 した ． 培地 の 作製 は
Hu ngate引の 方法 を改長 した 乗 ら6 8Iの ガ ス 噴 射法 に
よ っ た ． ガ ス 噴射装置 を用 い ， C O2存在下 で 寒天 培地 の
場合 は中試験管く16X160m mうに 4．5 mlずつ ， 液体培
地 の場合 は小試験管く12XlOOm mlに 3ml あるい は 4
mlずつ 分注 し プ チ ル ゴ ム 栓 を し て， M V L－ G 培地 は
12l
O
C 15分間高圧滅菌， Petu ely の 合成培地 は 100
O
C 30
分間加熱す る こ と に よ り作製 し た． M V しG培地 は室
温で， Petu ely の合成培地 は 5
0
Cに て 保存 し た．
HI． 希 釈 液
培養菌体 の洗源や大便の希釈 に 用い た希釈液 の組成
は以下の如く である． 塩類溶液 工， H各々 7．5ml，0．1％
レ サ ズ リ ン 溶 液 0．1 ml， 1 ％Na2C O3溶 液 3．O ml，
5％塩酸 シ ス テ イ ン 溶液 1．O m王 お よ び 蒸留水 81．O
ml で ある くpH 6．81． 希釈液 は培地作製 に 用い たガ ス
噴射法に よ り， 4．5mlずつ を 中試験管 に分注 しプチ ル
ゴ ム 栓を して 12l
O
C， 15分高圧滅菌 を行 っ た ．
押 ． 試 料の 希釈， 接種 ， 培養法
培養菌体， 大便の 希釈， 培地 へ の接種 は全て C O2噴
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Po rtio n st4．5ml ofthe m edium in tube s w e r eh ated
atlOO
．
C fo r30min a nd sto r ed at5
凸
C u ntilu sed．
射下 で 行 い ， C O2存在下で培養 した． 寒天培地の 場合，
試料 を接種後直 ちに 乗ら6叫の 方法に 従い 中試験管を氷
水中で 回転 させ ， 培地 を中試験管壁 に フイ ル ム状に拡
げて固め培養 した くロ ー ル チ ュ ー ブ法う．
V ． 培地 の 評 価
Petu ely の合成培地に リ ボ フ ラ ビ ン ， 核酸塩基 け デ
ニ ン
， グア ニ ン ， ウ ラ ン ル ， キサ ン テ ンう， ピル ビン酸
ナ ト リ ウム お よび 抗生物質 け リ ジ キ シ ン 乳 ポリミ
キ シ ン B， ネ オ マ イ シ ンう を添加 した培地 を被験培地
と した． こ の 際， 培地 100mlに 添加 した量 はリボフラ
ビ ン， 核酸塩基は い ずれも 100ノ欄 ， ピ ル ビ ン酸塩は10
m g， 抗生 物質 は 10mg あ る い は 20m g で あっ た ．
M VL－G 液体培地く3 muを用 い ， 被験株 を37
0
C， 24－
48時間培養後， 希釈液 で 2 回遠心洗浄く2000x臥10釧
を行 い ， 3 ml の希釈液に 懸濁 した も の を被験薗液とし
た． 被験薗液の 10倍段階希釈液0．5 ml を各種被験培
地 お よ び対 照培地と し て 用 い た M V しG寒天 培地に
樋菌 し， ロ ー ル チ ュ ー ブ法 に て 37
0
Cで 培養を行 っ た．
培養 3 － 5 日後 に 出現 した集落数を数え， 被験培地の
集落数が M V し G培地の 集落数の 50％以上 で あった
時， 増殖性陽性 と判定 した． 液体培地に お ける増殖の
測定は M V L－G 液体培地 く3mll で培養 した 菌液0．5
ml を 4mlの 被験培地 に 植菌 し， 37
0
Cで 5日間培養を
行い 分光光度計く日立 モ デ ル 100－ 60， 日立コを用いて
O D5 6 0 n mくO Dlを 測定 した ．
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Salt s olutio nI，0．6％ K2H P O4 S Olutio n．
綿 Salt s olutionIIc o n sits of O．6％ K H2P O4， 1．2％
くN H412S O．， 1．2％ NaCl， 0．12％ M gS O4．7 H20， a nd
O．12％ CaC12．2 H20．
Po rtio n sく4．5mり ofthe m ediu min tube s w er e auto
－
cla v ed at121
O
C fo r1 5min a ndstored atr o o mtem
－
per atu r e u ntilu s ed．
ビ フ ィ ズ ス 菌の 選択培地の 研究
VI． 大便材料 で の 選択性
健康な成人く2 ト 35剖 の 新鮮排泄便 を試料と した ．
大便1g く湿重量1 を 10倍段階希釈 を行い ， 10－ 8及 び
10
．
稀 釈試料0．5 mlを 改 良 し た Petu ely の 合 成培地
僻維 は本文参貝削 お よ び M V し G寒 天 培地 に 接種
し， ロ
ー ル チ ュ ー ブ法に て 370C， 3 － 5 日間培養した ．
いずれ の 培地 に お い て も 出現集落数の 70％以上 を 分
離し， M V しG斜面培地 に継代後さ ら に 純粋 分離 した
．
分離薗株の 菌属 レ ベ ル で の同定は グ ラム 染色性， 形態
学的特徴， 酸素感受性 ， 生 化学的性状， お よ びガ ス ク
ロ マ トグラ フ ィ ー に よ る低級脂肪酸の 分析 に よ り行 っ
た7，
．
Bifidoba cteyiu m bE つ いて は M its u oka8別 の 方法
に従い 各種糖発酵性 に 基づ い て必要 に 応 じて 薗種の 同
定を行っ た ．
用 ． 統計学的処理
各種培地に よ り求め た 大便中の 月析 加古戊ごねわ鋸 椚 の




Petu ely の 合成培地 に リボ フ ラ ビ ン ， 核酸塩基お よ
びピル ビ ン 酸塩 を加 え て 昂揮お 鮎血 おぬ 別 の 増殖促進
効果を検討した． Petu ely の 合成培地 に お い て は 8菌
亀 162株中114株く70．4％Iが陽性と判定 され た
．
一 一
方， リボ フ ラ ビン を添加 した場合 に は 142株く87．7％1
Table3．
937
が陽性 とな っ た ． リボ フ ラ ビ ン に さ ら に核酸塩基 を添
加 して も 明 ら か な効果 は認 め られ なか っ たが， さ らに
ピル ビ ン酸塩 を加 え る こ と に よ り 154株 く95％1 が陽
性とな っ た く表3ぅー 以上 の 結果か ら， リボ フ ラ ビン ，
核酸塩基 ピル ビ ン 酸塩を添加 した Petu ely の 合成培
地くR N P P S培地うが 劇姉血庖 狛 励壷 朋 の 増殖に 極 めて
有効 である こ と が判 っ た
．
王工 ． 抗生 物質の 影響
任意 に 選択 した bifidoba cteria40株 を用 い て ナ リ
ジキ シ ン酸， ポ リ ミ キ シ ン B及 びネ オ マ イ シ ン を各 々
20JLglml の濃度 で M V L－ G寒天 培地 に 添カロし て 嫌
気ロ ー ル チ ュ ー ブ法 で培養 し， その抑制効果 を検討 し
た． ナ リ ジ キシ ン 酸， ポリ ミ キ シ ン B， ネ オ マ イ シ ン の
添加に よ り各々 31 株 く77．5％1， 23株 く57．5％う お よ
び 6株 く15．0％1 が増殖陽性 を示 した． 以上の 結果か
らナ リ ジキ シ ン 酸が 最も抑制効果が少な い こ と が判明
し， 以 後選択培地に ナ リ ジキ シ ン酸 を用 い る こ と と し
た． さ ら に ， 任意 に 選んだ 月析ゐ古庄Cね正視 桝 6株 と ヒ ト
腸管 に 優勢 に い る 菌種 で ある 且 廟 始 2 株， 書
棚 5Z l株， 書 か戌わ鋸刑 1株， 且 戊g，頭 c才g 乃ぶ1株， 且
gz如乃5 1軌 C． 少eナニ崩 御 乃5 2株 お よ び 鼠 カg 招ぬ 2
株 の計 9株 を用 い て R N P PS培地 で の ナ リ ジ キ シ ン
酸の 添加効果を検討 した． R N P P S液体培地 に ナ リ ジ
キ シ ン 酸 を各々 ， 100jLg， 200FEgJml添加 し3 7
0
C， 5
日間培養後 の増殖 を O D で比較 した． 月 獅 ロム戊C由宛鋸桝
6株の吸 光度 は 100月gノml添加時は 1．07 士0．78く平
Effects ofribo且a vin
， n u Cleic a cid， a nd p yr u v ate o nthe gr owth of
No． ofstrain s sho wing po sitiv egr o wth
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均 士SDl，2 00JLglml添加時は 0．8 7 士0－84 で あっ た ．
一 方， 抗生物質非添加 の対照培地で あ る R N P P Sお よ
び M V し G液体培地で は各々1．25士0．92， 1．84士0．31
で あっ た ． 抗生物質非添加の R N P PS液体培地 に は 且
毎 Iis A T C C 23745株 を 除 き BiHdoba cte liu m 属以
外 の 増殖 は認 め ら れ な か っ た ． ま た， 且 力喝f ぬ
A T C C 23745株 は ナ リ ジ キ シ ン 酸 非添加 の R N P P S
培地 で の O D は2．44 である が l ナ リ ジ キ シ ン 酸 100
月gノml を添加 した場合 は 0．08 の O D億 を示 し た． こ
れ ら の結果に 基づ き， リ ボ フ ラ ビ ン， 核酸塩基， ピ ル
ビ ン酸塩， ナ リ ジキ シ ン 酸お よび pE 指示薬 と し て プ
ロ ム ク レ ゾ ー ル パ ー プ ル 等 を 含有す る Petu ely の 改
良 培地 くm odified Petu ely
，
s synthetic m ediu m
sup plem ented with n alidixic a cid， M P S N培地コ を
昂拘賊 加 東流 刑 の選択培地 と して 考案し た く表4う．
H ． M P S N培地 の 選択能
M PS N寒天培地 の 邸 血ゐd Cねわ鋸椚 に 対 す る 選択
能 を昂粒紬 加 加 血 肋 28株 お よ び 劇姉血庖沼 如血 憫 属
以外の嫌気性菌お よび 通性嫌気性菌 を合わ せ て 28株
につ い て検討 した． 割勘 混 血 加 血 傭 は全株増殖陽性で




tic m edim s up ple m ented with n alidixic
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10％ s odiu m p yru V ate S Olutio n l ml
N alidix c a cid lOOm g
l．6％ bro m o cre s olpurple s olutio n l m1
8％ Na2C O， S Olution 50ml
Aga r 20g
Distilled w ater l，000ml
pH 6．8
Po rtio n sく4．5 ml ofthe m edium in tube s w er heated
atlOO
．
Cfor 30min a nd sto r ed at5
O
C u ntilu s ed．
5 日間 培養後 の集落 の大 き さ は 直径1 m m 以 上で
あ っ た ． 他方， 28株 の その 他の菌属 のう ち， 且 c 跡
to riu m V PI 8700 と C． innocu u mA T C 14501を除
くす べ て の 菌株 に は集落の 形成 は認め ら れず， ま た上
記 の 2株 も直径 0．1 m m 以下 の微小集落で あっ た く表
5つ．
N ． 大便 中の 月歩do占戊Cfeガ祝 別 の 菌数測定
M P SN 寒天 培地 を用 い て ヒ トの大便材料 を培養乱
発育 した 集落 を分離 し 哉伽 混 彫 物 壷 刑 に 対する選択
性 に つ い て 定性的 お よ び定量的 に 検討 した． 健康成人
5名か ら 15例の 大便 を採取 し M P S N寒天 培地を用
い て 合計 175株 を分離 し同定 したく表 6う．175株中164
Table 5． Gr o wth of BiGdoba cteriu m a nd other strict
o rfa c ultativ e a n aer obe s o nM P S Nm edium
Genus a nd spe cie s 諾言霊呂S m慧慧
且 郷 血 椚 3 3
且 毎伽 血 4 4
B． 毎如 血 subsp． 1ibe rv ru m 4 4
且 ゎめ 乃ぬ s ubsp． ねcね乃ぬ 1 1
風 呂職 制 3 3






蝕 0占戊Cお 血 刑
Cg8 Sわ■揖才祝椚
ム 血涙 胱 勃お























． In c ubatio npe riod， 5 days．
事＋ C。1。niesfo r m ed w er eles stha nO．1 m m in dia m et r．
Table 6． Rec o v ery atio of Bifidoba cte riu mfro m15
hu m a nfe c als ample s onM P S Nm edium




朗 緑 地 加 前 川 Sp p．
且祝ゐd ごねブ混用 Sp p．
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くpe r 9r am V e t f e e e sl
Fig．1． Co mpa r ativ e re c o v e ry of Bifidoba cte riu m
by M P S Na nd n o n－ S ele ctiv eM V L－ G m edia fr o m
fe c alspecim ens of19 healthy adults
N， number of bacteriu m．
株く94％うが 月歩do占戊Cね正視 研 と 同定さ れ ， 89株く51％う
は 且 虚血 ねぶCg循松， 40株 く23％う は 且 わナ好鋸桝 ， 31株
く18％う は 且 占祈血 別 と 同定さ れ たが 4株く2％1 は
同定不能であっ た． 残 り 11株く6％う は 助 占戌C由ガ祝仇
とf妙わぶわ切 わ の CC 那 と 同定され た ． また ， 被験 19例
の大便 1g く湿 重う 中 の ぶ析ゐ占戊ごね 血 偶 の 菌数 は，
M V しG寒天 培地 で は 10．39 士0．19く対数平均値 の
95％信頼限界値1， M P S N寒天 培地で は 10．30 士0．16
であっ た ． ま た， 両培地間の差 を統計学的 に処理 した
が有意の 差は認め られ なか っ た ． 図 1に は M V し G寒
天培地お よ び M PS N寒天培地 で 計測 し た 邸 由 一
ぬcねガ祝桝 の 菌数 を示 した ． なお ， M V し G寒天 培地よ
り 分離 し た 678株 中2 06株 く30． 4％う が 戯斯由 一
占戊C由元鋸椚 と 同定さ れた ．
考 察
哉翫祝 肌 鹿め 仰 の選 択培地 に つ い て は 現在利用可
能なものが数種類報告され て い る 川 1い ． こ れ ら の 培地
の殆どに は第1義的な選択割と して ネ オ マ イ シ ン， カ
ナマ イ シ ン， ナ リ ジキ シ ン 酸な どの 抗生物質が 用 い ら
れてい る． Fin egoldら
10りま通常の非選択培地 に こ の よ
うな抗生物質 を選択剤と して 加 える方法で は， 邸 ゐ 一
占飢 廃材鋸桝 に対す る選択性 は十分満足 し得る も の は え
がたく， 且つ ある場合 に は 月 獅 0占戊ごねガぉ椚 の増殖 す
ら失敗する こと もある と述 べ て い る ． 著者 は こ の よう
な成績から基礎培地に Petu ely の合成培地 を用 い ， ま
た栄養要求性試験 の結果 か ら既 に 報告2川 さ れ てい る
い く つ か の 栄養物 を添加す る こ と に よ り改良 を試み
939
た． 選択剤と して の 抗生物質 に つ い て は， ナリ ジ キ シ
ン 酸が最も 点抑ね 如 弛 戒 抑 の増殖阻害が少なく 引， 且
つ そ の 他の 薗属も有効 に 阻止 しう る こ とが 知られ て い
る り
． 著 者 の 成 績 で も M PS N培 地 で は 月祈 れ
ゐ戊Cねわ祝桝 以外の 薗を ほぼ完全 に 抑制 す る こ と が 判っ
た ． また ， 成人 の 大便材料 を用 い て M P S N培地 か ら
哉動 如 肌 加 商 間 を回収 した 結果 卜 割勘如 肌 吻 南 開 の
菌数 レ ベ ル と菌種 の パ タ ー ン は M itsu oka ら叫の 報告
と基本的に 一 致 してい た
．
大便材料を試料と した 際に
は M P S N培 地 で も Peptost7410 CO C Cu Si， Euba cte．
わ祝削 が検出さ れ る こ とが ある が ， その 程度は問題 に
な らな い 程 に低 い こ と も証明され た．
近 軋 ヒ ト大便中に 最優勢に い る菌種は比 較的単純
な栄養要求性を示 す と い う事実が次第 に 明らか に され
て き た12I 用． 著者 の 研 究結果 か ら も 昂拘血 鮎血 打 払 弼
は嫌気条件さ え十分 で あれ ば唯 一 の N 源と して ア ン
モ ニ アだ け で増殖 で き る こ と を示 し て い る． ま た，
Matte u z zi ら1 41は多数の BiGdoba cie riu mbf N 源 と し
て例 えば ア ミ ノ 酸等 の有機 N 化合物よ り も ア ン モ ニ
アの 方 を好 ん で 利用 す る こ と を示 して．い る． この 情報
は ヒ ト生態系 に お けるア ン モ ニ ア代謝の 中で ， 消化管
内の 昂抑血 飯山 伊血 偶 の 役割 を考 え る上 で興味深 い ．
また ， Petu ely の 合成培地 に新 た に 栄養源を加 え て も
な お増殖 し得な い 菌株が存在 した が， 現在 これ らの株
の栄養要求性に つ き種々 の アミ ノ 酸， ペ プ チ ド， ビタ
ミ ン類， 糖類等の添加効果 に つ き検討 して い る．
本研究の 結果か ら， 新 しい 萌 相 通 融 痢 仰 の選択
培地 M P S N培地 は大便中の 月節ゐゐ戊Cね元祝椚 の 選 択
的 な分離 と計測 に 十分有効 で あ り今後 の 昂抑由 一
ゐ戊Cねガ祝 例 の 研究 を容易なら しめ るも の と考 える．
結 論
月歩ゐゐ戊C由毎附 乃 の 選 択培 地 の 作成 を 企図 し，
Petu ely の 合成培地の改良 を行い 以下の結論 を得た．
い Petu ely の合成培地 に リ ボ フ ラ ビン， 核酸塩基お
よ び ピ ル ビ ン 酸塩 を添加 す る こ と に よ り， 卿 ゐ －
ぬぐお妬祝 椚 の 増殖性が 114ハ62株 く70．4％1 か ら 154ノ
162く95．1％I と 向上 し有用 な 基礎培地とな っ た ．
2う選択剤 と して ナ リ ジキ シ ン 酸く100ノ上gノmい をさ
らに 添加 した M P S N培地 を考案 し，in vitY Vでの 選択
能 を検討 し た 結果， 月折虎血 狛 励 血 憫 は全株28ノ28株
く100％ン が非選択培地 と変ら ぬ 増殖を示 した ． 他 凡
その 他の 菌属く成一古庄Cね元祝刑 5帆 助 cね 和才ぬ 6株，
蝕 ロムd Cね摘録椚 3株， C わs巌df祝桝 6株， エ昂Cわぁddg 血s
2株， ぶ 咽 坤 肌 肌 閑 5株 卜 助 成 庇 旭 川 祓 1株う は ほ
ぼ完全 に抑制 され た．
31 M P S N培地を用 い て健康成人 の 大便材料 か ら
940
月拘わ由仁ね 血 例 の分離を行 い ， 定性的お よ び定量的な
検討 を加 え， 本培地の出現集落 の 94％ く164ハ75株ン
が 餞粒如 抜 放 痴 仰 で ある こ と， 分離菌数 も 10．30士
0．16ノgく対数平均値 の 95％信頼限界ノ便湿重量 gIと非
選択培地く10．39 士0．19ノgっ と変 らぬ 高菌数 を示 す こ と
等が確認さ れ た．
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